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BESCHREIBUNG 

Die vorliegende Erf indung betrif ft ein Verfahren zur Herstellung 
von Metallchelat-markierten Peptiden, durch dieses Verfahren 
erhaltliche Metallchelat-markierte Peptide sowie die Verwendung 
dieser Peptide in einem imrnunologischen Nachweisverf ahren . 

Der Nachweis von Immunglobulinen in Korperf lussigkeiten, ins- 
besondere in Humanseren, wird zur Diagnostik von Infektionen mit 
Mikroorganismen, insbesondere Viren, wie etwa HIV, Hepatitis- 
Vireri; etc. verwendet . Das Vorhandensein von spezifischen 
Immunglobulinen in der untersuchten Probe wird ublicherweise durch 
.^eaktion mit einem oder mehreren Antigenen, die mit den spezifi- 
schen Immunglobulinen reagieren, nachgewiesen. Verfahren zur 
Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen in der Probef liissig- 
keit mussen sensitiv, zuverlassig, einfach und schnell sein. 

In den letzten Jahren wurden zunehmend Nachweissysteme auf Basis 
nicht-radioaktiver Markierungsgruppen entwickelt, bei denen das 
Vorhandensein eines Analyten, z.B. eines spezifischen Ant ikorpers , 
in der untersuchten Probe mit Hilfe optischer (z.B. Lumineszenz 
oder Fluoreszenz) , NMR-aktiver oder Metall-prazipitierender 
Detektionssysteme bestimmt werden konnte. 

EP-A-0 307 149 offenbart einen Immuntest fur einen Antikorper, bei 
dem zwei rekombinante Polypeptide als Antigene verwendet werden, 
von denen eines an einer festen Phase immobilisiert ist, und das 
andere eine Mark i e rungsgruppe tragt, wobei beide rekombinanten 
Antigene in unterschiedlichen Organismen exprimiert werden, urn die 
Spezifitat des Nachweises zu erhohen. 

EP-A-0 366 673 offenbart ein Verfahren zum Nachweis von Antikor- 
pern in einer Probe, bei dem ein Antikorper durch Reaktion mit 
einem gereinigten, markierten Antigen und dem gleichen gereinigten 
Antigen in einer Festphasen-gebundenen Form nachgewiesen wird. Als 
Antigen wird beispielsweise humanes IgG offenbart. 
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EP-A-0 386 713 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von Antikor- 
pern gegen HIV unter Verwendung von zwei f est en Tragern, wobei an 
beide festen Trager verschiedene HIV-Antigene immobilisiert 
werden, die jeweils mit einem Aliquot einer. Probe und einem 
markierten HIV-Antigen in Kontakt gebracht werden, wobei das 
Vorhandensein von Antikorpern durch eine positive Reaktion in 
mindestens einem der Tests nachgewiesen wird. Als HIV-Antigene 
werden rekombinant hergestellte Polypeptide offenbart. 

EP-A-0 507 586 beschreibt ein Verfahren zur Durchfiihrung eines 
immunologischen Tests fur ein spezifisches Immunglobulin, bei dem 
eine Probe mit zwei zur Bindung des Immunglobulins fahigen 
mtigenen in Kontakt gebracht wird, wobei das erste Antigen eine 
zur Bindung an einen festen Trager geeignete Gruppe tragt, und das 
zweite Antigen eine Markierungsgruppe tragt. Die Markierungsgruppe 
kann eine direkte Markierungsgruppe sein, z.B. ein Enzym, ein 
Chromogen, ein Metallteilchen, oder auch eine indirekte Mar- 
kierungsgruppe, d.h. die am Antigen angebrachte Markierungsgruppe 
kann mit einem Rezeptor fur die Markierungsgruppe, der wiederum 
eine signalerzeugende Gruppe tragt, reagieren. Als Beispiel fur 
eine solche indirekte Markierungsgruppe wird ein Fluorescein- 
derivat genannt , dessen Rezeptor ein Antikorper ist, der wiederum 
mit einem Enzym gekoppelt ist. Als Antigene werden Polypeptide, 
wie etwa das Hepatitis B-Oberf lachenantigen offenbart. In dieses 
Antigen werden durch Derivatisierung SH-Gruppen eingefiihrt, mit 
denen das Fluorescein gekoppelt wird. 

EP-A-0 507 587 offenbart ein spezifisch zum Nachweis von IgM 
Antikorpern geeignetes Verfahren, bei dem die Probe mit einem 
markierten Antigen, das> gegen den nachzuweisenden Antikorper 
gerichtet ist, und einem zweiten Antikorper, der ebenfalls gegen 
den nachzuweisenden Antikorper gerichtet und an eine Festphase 
bindefahig ist, inkubiert wird. 

EP-A-0 199 804 und EP-A-0 580 979 offenbaren ein immunologisches 
Nachweisverf ahren unter Verwendung von Antigenen, die mit 
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lumineszierenden Metallchelatgruppen, insbesondere mit Ruthenium - 
und Osmiumchelatgruppen markiert sind. Als Antigene werden 
Immunglobuline verwendet, die durch Reaktion mit aktivierten 
Metallkomplexen statistisch markiert werden. 

EP-A-0 178 450 offenbart Metallchelate , insbesondere Rutheniumkom- 
plexe, an die ein immunologisch aktives Material, beispielsweise 
Antikorper, gekoppelt werden kann. Die Kopplung erfolgt durch 
statistische Reaktion des immunologisch reaktiven Materials mit 
dem Metallchelat . 

EP-A-0 255 534 offenbart einen Lumineszenz- Immunoassay unter Ver- 
*vendung eines Metallchelat-gekoppelten Antigens oder Antikorpers. 
Die Kopplung erfolgt beispielsweise durch statistische Reaktion 
eines Metallchelat-Aktivesterderivats mit einem Antikorper. 

WO 90/053 01 offenbart ein Verfahren zum Nachweis und zur quantita- 
tiven Bestimmung von Analyten durch Elektrochemilumineszenz unter 
Verwendung von lumineszierenden Metallchelaten, die an (i) einen 
zugesetzten Analyten, (ii) einen Bindepartner des Analyten oder 
(iii) eine reaktive Komponente, die mit (i) oder (ii) binden kann, 
gekoppelt sind. Die Lumineszenzmessung erfolgt nach Bindung der 
Metallchelate an aktivierte und gegebenenf alls magnet ische 
Mikropartikel . 

Bei den aus dem Stand der Technik bekannten immunologischen 
Nachweisverf ahren fur Antikorper werden ublicherweise Polypeptid- 
Antigene verwendet, die meist durch rekombinante DNA-Methoden 
erzeugt wurden. Beim Einsatz derartiger Polypept id-Antigene konnen 
jedoch Probleme auftreten. So konnen rekombinante Polypetide oft 
nur in Form von Fusionspolypeptiden erzeugt werden, bei denen der 
Fusionsanteil zu falsch positiven Resultaten im Test- fiihren kann. 
Weiterhin zeigen durch rekombinante Expression erzeugte Polypep- 
tide oft eine nur geringe Stabilitat in der Probelosung und neigen 
zu Aggregation. Ein weiterer Nachteil ist, dafi oft keine selektive 
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unci reproduzierbare Einfiihrung von Markierungsgruppen in solche 
Polypeptide moglich ist. 

Uberdies ist die Herstellung rekombinanter Polypept idantigene mit 
hohen Kosten verbunden und es konnen groSere Schwankungen in der 
iramunologischen Reaktivitat bei verschiedenen Chargen rekom- 
binanter Polypeptide auftreten. 

Das der vorliegenden Erf indung zugrundeliegende Problem war somit 
die Bereitstellung eines Verfahrens, bei dem auf einfache und 
eff iziente Weise Antigene fur immunologische Tests erzeugt werden 
konnen, wobei die Nachteile der aus dem Stand der Technik 
bekannten Antigene mindestens teilweise beseitigt werden. 
Weiterhin soil das Verfahren eine selektive und reproduzierbare 
Einfiihrung von Markierungsgruppen in die Antigene ermoglichen. 

Dieses Problem wird gelost durch ein Verfahren zur Herstellung von 
Metallchelat-markierten Peptiden, welches dadurch gekennzeichnet 
ist , 

daS man ein Peptid mit der gewiinschten Aminosauresequenz an einer 
Festphase synthet isiert , 

wobei man (a) nach der Synthese ein aktiviertes lumineszierendes 
Metallchelat an die N-terminale primare Aminogruppe des Peptids 
koppelt, oder/und 

(b) wahrend der Synthese an mindestens einer Position des Peptids 
ein Aminosaurederivat einfiihrt, das kovalent mit einer lumineszie- 
renden Metallchelat -Markierungsgruppe gekoppelt ist. 

Die durch das erf indungsgemaSe Verfahren hergestellten Peptide 
haben vorzugsweise eine Lange von maximal 5 0 Aminosauren, 
besonders bevorzugt von maximal 3 0 Aminosauren und eignen sich 
hervorragend fur immunologische Nachweisverf ahren , insbesondere 
zur Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen . Uberraschender- 
weise wurde f estgestellt , da£ die durch das erf indungsgemaSe 
Verfahren hergestellten Peptide trotz der Anwesenheit von 



sperrigen Metallchelat-Markierungsgruppen eine hohe Affinitat und 
Spezifitat fur die nachzuweisenden Immunglobuline besitzen. 

Das erf indungsgemafie Verfahren ermoglicht die selektive Einfiihrung 
von Metallchelat-Markierungsgruppen, sowohl beziiglich ihrer 
Lokalisierung als auch ihrer Anzahl . Bei der erf indungsgemaSen 
Peptidsynthese besteht namlich die Moglichkeit, durch selektiven 
Einbau von Metallchelat-markierten Aminosaurederivaten diejenigen 
Positionen des Peptids gezielt auszuwahlen, an die eine Markierung 
eingefuhrt wird. Auf diese Weise wird eine bessere Reproduzier- 
barkeit und Sensitivitat von immunologischen Tests erreicht, in 
ienen die erf indungsgemaS hergestellten Peptide verwendet werden. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemaSen Verfahrens ist, daS 
durch die Verwendung von Pept id-Ant igenen alle Antikorperklassen , 
wie etwa IgG, IgM, IgE und IgA, erkannt werden. Auch die Stor- 
anfalligkeit des Tests ist durch Verwendung definierter kleiner 
und stabiler Antigene, die nicht zur Aggregation neigen, geringer. 

Die Metallchelate , die durch das erf indungsgemaSe Verfahren an das 
Peptid gekoppelt werden, sind lumineszierende Metallchelate, d.h. 
Metallchelate, die eine nachweisbare Lumineszenzreaktion erzeugen. 
Der Nachweis dieser Lumineszenzreaktion kann beispielsweise durch 
Fluoreszenz- oder durch Elektrochemilumineszenzmessung erfolgen. 
ias Metall dieser Metallchelate ist beispielsweise ein Ubergangs- 
metall oder ein Seltenerdenmetall . Vorzugsweise ist das Metall 
Ruthenium, Osmium, Rhenium, Iridium, Rhodium, Platin, Indium, 
Palladium, Molybdan, Techneticum, Kupfer, Chrom oder Wolfram. 
Besonders bevorzugt sind Ruthenium, Iridium, Rhenium und Osmium. 
Am meisten bevorzugt ist Ruthenium. 

Die Liganden, die zusammen mit dem Metall das Metallchelat bilden, 
sind ublicherweise Polydentat-Liganden, d.h. Liganden mit mehreren 
Koordinationsstellen . Polydentat-Liganden umfassen beispielsweise 
aromatische und aliphatische Liganden. Geeignete aromatische 
Polydentat-Liganden beinhalten aromatische heterocyclische 
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Liganden. Bevorzugte aromatische heterocyclische Liganden sind 
N-haltige Polyheterocyclen wie etwa z.B. Bipyridyl, Bipyrazyl, 
Terpyridyl und Phenanthrolyl. Diese Liganden konnen beispielsweise 
Substituenten wie etwa Alkyl, substituiertes Alkyl, Aryl , sub- 
stituiertes Aryl, Aralkyl , Carboxylat, Carboxyaldehyd, Carboxamid, 
Cyano , Amino , Hydroxy , Imino , Hydroxycarbonyl , Aminocarbonyl , 
Amidin, Guanidinium, Ureid, schwef elhaltige Gruppen, phosphorhal - 
tige Gruppen und die Carboxylatester von N-Hydroxysuccinimid 
umfassen. Das Chelat kann auch einen oder mehrere Monodentat- 
Liganden enthalten. Beispiele von Monodentat -Liganden umfassen 
Kohlenmonoxid, Cyanide, Isocyanide, Halogenide und aliphatische , 
aromatische und heterocyclische Phosphine, Amine, Stilbene und 
\rs.ine . 

Besonders bevorzugt wird das lumineszierende Metallchelat 
ausgewahlt aus Metallchelaten mit Bipyridyl- oder Phenanthrolyl - 
Liganden. Beispiele geeigneter Metallchelate und ihre Herstellung 
sind in EP-A-0 178 450, EP-A-0 255 534, EP-A-0 580 979 und WO 
90/05301 beschrieben. Auf diese Offenbarung wird hiermit Bezug 
genommen . Am meisten bevorzugte Metallchelate sind Ruthenium- 
(bipyridyl ) 3-Chelate . Diese Chelate sind in Form von Aktivesterde- 
rivaten kommerziell erhaltlich, z.B. von Igen Inc. (Rockville, MD, 
USA) . 

GemaS Variante (a) des erf indungsgemaSen Verfahrens erfolgt die 
Einfiihrung der Metallchelat -Markierung in das Peptid nach Synthese 
der gewiinschten Aminosauresequenz durch selektiye Reaktion der 
N-terminalen primaren Aminogruppe des Peptids mit einem aktivier- 
ten Metallchelat, z.B. einem Metallchelat -Akt ivesterderivat . 
Vorzugsweise f indet die Kopplung des aktivierten Metallchelats vor 
der Abspaltung des Peptids von der Festphase und vor der Ab- 
spaltung von Schut zgruppen an rekatiyen Seitenketten der zur 
Pept idsynthese verwendeten. Aminosaurederivate statt . 

Bei Variante (b) des erf indungsgemaSen Verfahrens wird wahrend der 
Festphasensynthese ein Aminosaurederivat . eingef tihrt , das kovalent 



mit einer lumineszierenden Metallchelat-Markierungsgruppe gekop- 
pelt ist. Vorzugsweise ist die Metallchelat-Markierungsgruppe an 
eine Aminogruppe, insbesondere an eine primare Aminogruppe des 
Aminosaurederivats gekoppelt . Wenn die Markierungsgruppe wahrend 
der Synthese am Aminoterminus der Peptidsequenz eingefiihrt werden 
soli, kann das Metallchelat an eine freie Aminogruppe der N-termi- 
nalen Aminosaure gekoppelt sein. Wenn die Markierungsgruppe inner- 
halb der Sequenz eingefiihrt werden soil, ist das Metallchelat vor- 
zugsweise an die primare Aminoseitengruppe einer Aminosaure wie 
etwa Lysin oder Ornithin gekoppelt . Die Herstellung von Aminosau- 
re-Metallchelat-Derivaten kann beispielsweise durch Kopplung eines 
aktivierten Metallchelats, z.B. eines Metallchelat-Aktivesterderi- 
/ats an eine freie primare Aminogruppe eines gegebenenf alls par- 
tiell geschiitzten Aminosaurederivats erfolgen. In Fig. 1 ist ein 
bevorzugtes Metallchelat -gekoppeltes Lysinderivat gezeigt . 

Der Begriff "Aktivester" im Sinne der vorliegenden Erfindung 
umfaSt aktivierte Estergruppen, die mit freien Aminogruppen von 
Peptiden unter solchen Bedingungen reagieren konnen, daS keine 
storenden Nebenreaktionen mit anderen reaktiven Gruppen des 
Peptids auftreten konnen. Vorzugsweise wird als Aktivesterderivat 
ein N-Hydroxysuccinimidester verwendet . Neben den N-Hydroxy- 
succinimidestern konnen auch analoge p-Nitrophenyl- , Pentafluor- 
phenyl-, Imidazolyl- oder N-Hydroxybenzotriazolylester verwendet 
werden. 

Bei ,dem erf indungsgemaSen Verfahren wird das Peptid mit der 
gewiinschten Aminosauresequenz an einer Festphase, vorzugsweise mit 
einem kommerziellen Peptid-Synthesegerat (z.B. die Gerate A 431 
oder A 433 von Applied Biosystems) hergestellt . Die Synthese 
erfolgt nach bekannten Methoden, vorzugsweise ausgehend vom 
Carboxylterminus des Peptids unter Verwendung von Aminosaure- 
derivaten. Vorzugsweise werden Aminosaurederivate eingesetzt, 
deren fur die Kupplung benotigte Amino -Endgruppe mit einem 
Fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) -Rest derivatisiert ist. Reaktive 
Seitengruppen der eingesetzten Aminosauren enthalten Schutz- 
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gruppen, die nach Beendigung der Peptidsynthese ohne wei teres 
abspaltbar sind. Bevorzugte Beispiele hierfur sind Schut zgruppen, 
wie etwa Triphenylmethyl (Trt) , t-Butylether (tBu) , t-Butylester 
(OtBu) , tert . -Butoxycarbonyl (B<pc) oder 2 , 2 , 5 , 7 , 8-Pentamethyl- 
chroman - 6 - sul f onyl (Pmc) . 

Die Aminoseitenketten von Lysinresten oder anderen Aminosaure- 
derivaten mit primaren Aminoseitengruppen, die sich an Positionen 
des Peptids befinden, an denen eine Markierung eingefuhrt werden 
soil, sind gemafi Variante (b) kovalent mit einem Metallchelat 
gekoppelt . 

Neben den 2 0 naturlichen Aminosauren kann das Peptid auch 
artefizielle Aminosauren, wie etwa S-Alanin, y-Aminobuttersaure , 
e - Aminocapronsaure , Norleucin oder Ornithin enthalten. Diese 
artef iziellen Aminosauren werden analog wie die naturlichen 
Aminosauren fur die Synthese in geschiitzter Form eingesetzt. 

GemaS Variante (a) des erf indungsgemaSen Verfahrens erfolgt nach 
Beendigung der Synthese die Einfiihrung der Metallchelat -Markierung 
durch Umsetzung des vorzugsweise f estphasengebundenen Peptids mit 
dem jeweils gewunschten aktivierten Metallchelat, das mit freien 
primaren Aminogruppen der N-terminalen Aminosaure des Peptids 
reagiert . Pro freie primare Aminogruppe werden vorzugsweise 1,5 
bis 4 Aquivalente Aktivester eingesetzt. AnschlieSend wird das 
Reaktionsprodukt , sofern erf orderlich, von der Festphase und den 
Schut zgruppen abgespalten, und dann auf gereinigt , vorzugsweise 
durch HPLC. 

Enthalt das Peptid noch Aminogruppen, die mit einer zweiten 
Schut zgruppe , wie etwa Phenylacetyl , derivat isiert sind, so werden 
diese Schutzgruppen im letzten Schritt entfernt. Die Entfernung 
von Phenylacetylschutzgruppen kann beispielsweise enzymatisch mit 
immobilisierter oder loslicher Penicillin G-Amidase in waSriger 
Losung mit organischem Solvensanteil bei Raumtemperatur erfolgen. 
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Enthalt en die durch das erf indungsgemafie Verfahren hergestellten 
Peptide eine intramolekulare Disulf idbriicke , so kann die Peptidse- 
quenz nach Beendigung der Synthese, aber vor Abspaltung der 
N- terminalen Fmoc-Schutzgruppe der letzten Aminosaure, z.B. mit 
Jod in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan (Kamber und Hiskey in 
Gross E. und Meienhofer J., The Peptide Academic Press, New York, 
1981, Seiten 145 bis 147) an der Festphase oxidiert, und an- 
schliefiend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten werden. 

Vorzugsweise wird ein Peptid synthetisiert , das einen immunolo- 
gisch reaktiven Epitopbereich, d.h. eine Antikorper-bindende 
Peptidsequenz , und einen Spacerbereich umf afit . Vorzugsweise wird 
.nindestens eine Metallchelat -Markierung in diesem Fall an den 
Spacerbereich gekoppelt. Peptide, bei denen die Markierung im 
Spacerbereich angeordnet ist, zeigen oft eine bessere Sensitivitat 
in immunologischen Tests. 

Der Spacerbereich, der vorzugsweise eine Lange von 1 bis 10 
Aminosauren aufweist, wirkt stabilisierend und loslichkeitsver- 
mittelnd, da er vorzugweise Ladungen enthalt oder/und Wasserstof f - 
brucken ausbilden kann. AuSerdem kann er die Bindung von mehreren, 
z.B. hochmolekularen Rezeptoren an das Metallchelat -markierte 
Peptid sterisch erleichtern. Die Aminosauren des Spacerbereichs 
werden vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
31ycin, S-Alanin, 7-Aminobuttersaure , e -Aminocapronsaure , Lysin 
und Verbindungen der Strukturf ormel NH 2 - [ (CH 2 ) n O] x -CH 2 -CH 2 -COOH, 
worin n 2 oder 3 ist und x 1 bis 10 ist. Weiterhin enthalt der 
Spacerbereich vorzugsweise mindestens teilweise artefizielle 
Aminosaurederivate . Der Spacerbereich ist vorzugsweise am 
Aminoterminus oder/und Carboxyterminus des Peptids angeordnet. 

Durch das erf indungsgemaSe Verfahren werden vorzugsweise Peptide 
synthetisiert, die einen Epitopbereich aus pathogenen Organismen, 
z.B. Bakterien, Viren und Protozoen, oder aus Autoimmun-Ant igenen 
enthalten. Vorzugsweise stammt der immunologisch reaktive 
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Epitopbereich aus viralen Antigenen, z.B. den Aminosauresequenzen 
von HIVI, HIVII Oder Hepatitis C-Virus (HCV) . 

Vorzugsweise werden HIVI- bzw. HIVI I -Epitope , aus den Regionen 
gp32, gp41 und gpl20 ausgewahlt. HCV-Epitope werden vorzugsweise 
aus der Core/Env-Region oder den Nicht -Strukturprotein-Regionen 
NS3 , NS4 oder NS5 ausgewahlt . 

Besonders bevorzugt wird der Epitopbereich von HIVI- oder HIVI I - 
Aminosauresequenzen ausgewahlt aus der Gruppe der Aminosaurese- 
quenzen: 



NNTRKSISIG 


PGRAFYT 




(I) 


NTTRSISIGP 


GRAFYT 




(II) 


IDIQEERRMR 


IGPGMAWYS 




(III) 


QAR I LA VERY 


LKDQQLLGIW 


GASG 


(IV) 


LGIWGCSGKL 


ICTTAVPWNA 


SWS 


(V) 


KDQQLLGIWG 


SSGKL 




(VI) 


ALETLLQNQQ 


LLSLW 




(VII) 


LSLWGCKGKL 


VCYTS 




(VIII) 


WG I RQLRARL 


LALETLLQN 




(IX) und 


QAQLNSWGCA 


FRQVCHTTVP 


WPNDSLT , 


(X) 



oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 8 Aminosauren aufweisen. 

Die Aminosaurensequenzen I bis III stammen aus der gpl20-Region 
von HIVI, die Aminosauresequenzen IV bis IX stammen aus der gp41- 
Region von HIVI und die Aminosauresequenz X stammt aus der gp3 2- 
Region von HIVII. Die Aminosauresequenzen I bis X sind weiterhin 
in den Sequenzprotokollen SEQ ID NO. 1 bis SEQ ID NO. 10 darge- 
stellt. Die Sequenzen V, VIII und X enthalten jeweils 2 Cysteine, 
die vorzugsweise in Form einer Disulf idbrucke vorliegen. Vorzugs- 
weise enthalten diese Sequenzen einen N- oder/und C-terminalen 
Spacer, wie' oben definiert, der eine Metallchelat -Markierung 
tragt . Gegebenenf alls konnen auch innerhalb des Epitopbereichs 
liegende Lysinreste in markierter Form vorliegen. 



Der Epitopbereich von HCV-Aminosauresequenzen wird vorzugsweise 
ausgewahlt aus der Gruppe der Aminosauresequenzen: 



SRRFAQALPV WARPD (XI ) 

PQDVKFPGGG QIVGGV (XII) 

EEASQHLPYI EQ (XIII) 

QKALGLLQT (XIV) 

SRGNHVS PTH YVPESDAA ( XV ) 

PQRKNKRNTN RRPQDVKF PG 

GGQIVGW (XVI) und 

AWYELTPAET TVRLRAYMNT PGLPV (XVII) 



oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 8 Aminosauren aufweisen. Die Sequenz XI 
stammt aus der NS5 -Region, die Sequenzen XII und XVI aus der Core 
Region, die Sequenzen XIII, XIV und XV aus der NS4 Region und die 
Sequenz XVII aus der NS3 Region von HCV. Die Aminosauresequenzen 
XI bis XVII sind in den Sequenzprotokollen SEQ ID NO. 11 bis SEQ 
ID NO. 17 dargestellt. Vorzugsweise enthalten Peptide mit den oben 
genannten Epitopen zusatzlich einen Spacerbereich, der eine 
Metallchelat -Markierung tragt . 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ' ein 
Metallchelat-markiertes Peptid, das eine Lange von maximal 5.0 und 
vorzugsweise maximal 3 0 Aminosauren aufweist und am Aminoterminus 
oder/und an Aminoseitengrupen mit mindestens einem lumineszieren- 
dem Metallchelat, vorzugsweise einen Metallchelat-Aktivesterderi- 
vat gekoppelt ist. Vorzugsweise ist das lumineszierende Metall- 
chelat ein Rutheniumchelat . 

Das erf indungsgemaSe Peptid umfaEt vorzugsweise einen immuno- 
logisch reaktiven Epitopbereich, der mit Antikorpern, z . B. aus 
Humanseren reagieren kann, und einen immunologisch nicht reaktiven 
Spacerbereich, wobei der Spacerbereich mindestens eine Metall- 
chelatmarkierung tragt. Vorzugsweise ist der Spacerbereich am 
Aminoterminus des Peptids angeordnet, und hat eine Lange von 1 bis 
10 Aminosauren. Der Epitopbereich stammt vorzugsweise aus den 
Aminosauresequenzen von HIVI oder HCVII einschlieSlich Varianten, 
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z.B. Subtypen davon, und ist eine der Aminosauresequenzen I bis 
XVII oder eine Teilsequenz davon. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von 
Metallchelat-markierten Peptiden als Antigene bei einem immunolo- 
gischen Verfahren zur Bestimmung von spezifischen Antikorpern in 
einer Probef lussigkeit . Vorzugsweise werden solche Antikorper 
bestimmt, die auf eine Infektion durch Mikroorganismen, wie etwa 
Bakterien, Viren oder Protozoen, hinweisen. Besonders bevorzugt 
werden gegen Viren gerichtete Antikorper, z.B. gegen HIV oder 
Hepatitis-Viren gerichtete Antikorper bestimmt. Die Probef lussig- 
keit ist vorzugsweise Serum, besonders bevorzugt humanes Serum, 
^eiterhin ist bevorzugt, daS die erf indungsgemafien Metallchelat- 
markierten Peptide bei einem immunologischen Verfahren im 
Bruckentestf ormat eingesetzt werden . 

AuSerdem betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
immunologischen Bestimmung eines spezifischen Antikorpers in einer 
Probef lussigkeit , welches dadurch gekennzeichnet ist, daS man die 
Probef lussigkeit mit einem ersten markierten Antigen, das gegen 
den zu bestimmenden Antikorper gerichtet ist und ein Metallchelat- 
markiertes Peptid, wie oben definiert, umfatet, inkubiert und den 
Antikorper iiber eine Bindung mit dem Peptid nachweist. Vorzugs- 
weise verwendet man als erstes Antigen ein mit einem Ruthenium-, 
thenium- , Iridium- oder Osmiumchelat markiertes Peptid. 

Das erf indungsgemafee immunologische Best immungsverf ahren kann an 
sich nach jedem bekannten Testf ormat erfolgen, z.B. in einem 
homogenen Immunoassay mit einer einzigen Reakt ionsphase oder in 
einem heterogenen Immunoassay mit mehr als einer Reaktionsphase . 
Vorzugsweise wird ein heterogenes Testf ormat verwendet, bei dem 
das Vorhandensein des Antikorpers in Anwesenheit einer Festphase 
nachgewiesen wird . Eine Ausf uhrungsf orm dieses Testf ormats ist das 
sogenannte Doppelantigen-Bruckentestkonzept . Hierbei wird die 
Probef lussigkeit in Gegenwart einer Festphase mit dem ersten 
Antigen und einem zweiten Antigen inkubiert, das gegen den zu 



bestimmenden Antikorper gerichtet ist und (a) an die Festphase 
gebunden ist, oder (b) in einer an die Festphase bindefahigen Form 
vorliegt . Der zu bestimmende Antikorper in der Probef liissigkeit 
wird durch Bestimmung der Markierung in der Festphase oder/und in * 
der fliissigen Phase nachgewiesen. Vorzugsweise ist das zweite 
Antigen mit Biotin markiert und ist an eine Festphase bindefahig, 
die mit Streptavidin dder Avidin beschichtet ist. Vorzugsweise 
verwendet man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes 
Peptid . 

Die Testdurchf uhrung beinhaltet vorzugsweise ein Mischen der 
Probef liissigkeit mit dem ersten Antigen und dem f estphasenseitigen 
zweiten Antigen, urn einen markierten, immobilisierten Komplex aus 
erstem Antigen, Antikorper und f estphasengebundenem zweiten 
Antigen zu erhalten. Gegeniiber anderen Testformaten zum Nachweis 
von Antikorpern fiihrt das Bruckentestf ormat sowohl zu einer 
Verbesserung der Sensitivitat , d.h. es werden alle Immunglobulin- . 
klassen, wie etwa IgG, IgM, IgA und IgE, erkannt, als auchr der 
Spezifitat, d.h. es wird die unspezif ische Reaktivitat ver- 
ringert . 

Ein weiterer Vorteil des Doppelantigen-Briickentestf ormats , bei dem 
ein f estphasenseit iges und ein Metallchelat-markiertes Peptid als 
Antigene eingesetzt werden, besteht in einer Verringerung des 
Risikos einer falsch negativen Bewertung von Proben, die einen 
hohen Titer des zu bestimmenden Antikorpers aufweisen, infolge des 
Hook-Ef f ekts . 

Der Nachweis der lumineszierenden Metallchelatgruppe erfolgt 
vorzugsweise durch Elektrochemilumineszenz , wobei lumineszierende 
Spezies elektrochemisch an der Oberflache einer Elektrode erzeugt 
werden. Der Nachweis der Lumineszenz kann qualitativ oder/und 
quantitaiv erfolgen. Beispiele zur Durchf uhrung von Lumineszenz- 
Assays finden sich in EP-A-0 580 979, WO 90/05301, WO 90/11511 und 
WO 92/14138. Auf die dort offenbarten Verfahren und Vorrichtungen 
fur Lumineszenz -Assays wird hiermit Bezug genommen. Die Festphase 
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in Elektrochemilumineszenz-Assays besteht vorzugsweise aus 
Mikropartikeln, besonders bevorzugt magnetischen Mikropartikeln, 
die mit einer Beschichtung versehen sind, die mit dem fest- 
phasenseitigen zweiten Antigen wechselwirkt . Vorzugsweise sind die 
Mikropartikel mit Streptavidin beschichtet. 

Die Elektrochemilumineszenz-Messung wird vorzugsweise in Gegenwart 
eines Reduktionsmittels fur den Metallkomplex durchgef uhrt , z.B. 
einem Amin. Bevorzugt sind aliphatische Amine, insbesondere 
primare, sekundare und tertiare Alkylamine, deren Alkylgruppen 
jeweils ein bis drei Kohlenstof f atome aufweist . Besonders 
bevorzugt ist Tripropylamin . Das Amin kann jedoch auch ein 
aromatisches Amin, wie Anilin oder ein heterocyklisches Amin sein. 

Weiterhin kann gegebenenf alls als Verstarker ein nichtionisch.es 
oberf lachenaktives Mittel, z.B. ein ethoxyliertes Phenol vorhanden 
sein. Derartige Substanzen sind beispielsweise kommerziell unter 
den Bezeichnungen Triton X100 oder Triton N-401 erhaltlich. 

Andererseits kann der Nachweis der lumineszierenden Metallchelat- 
gruppe auch durch Fluoreszenz erfolgen, wobei das Metallchelat 
durch Bestrahlung mit einem Licht der geeigneten Wellenlange 
angeregt und die daraus resultierende Fluoreszenzstrahlung 
gemessen wird. Beispiele zur Durchfiihrung von Fluoreszenz -Assays 
finden sich in EP-A-0 178 450 und EP-A-0 255 534. Auf diese 
Offenbarung wird hiermit Bezug genommen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers, das mindestens ein erf indungsgemaSes Metallchelat - 
markiertes, mit dem zu bestimmenden Antikorper reagierendes Peptid 
enthalt. Wird das Reagenz in einem Doppelantigen-Bruckentest 
verwendet, so enthalt es vorzugsweise (a) das Metallchelat - 
markierte Peptid, und (b) ein weiteres, mit dem zu bestimmenden 
Antikorper reagierendes Antigen, das an eine Festphase gebunden 
ist oder in einer an eine Festphase bindefahigen Form vorliegt . 
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Die Erfindung betrifft schlieSlich auch ein Aminosaurederivat der 
allgemeinen Formeln (la) oder (lb) . 

O O 
0O" C ^C /K \W^ C ^XaH (la) 

a 1L* \/ {ib) 

I 



worin : 

R 1 Wasserstoff oder eine kationische Gruppe, z.B. ein Alkali- 

metall- oder ein Ammoniumion, ist, 
R 2 Wasserstoff oder eine Aminoschut zgruppe fur die Festphasen- 

Peptidsynthese ist , 
R 3 eine Ci-C^-Alkylengruppe ist, 

Y die Seitenkette einer beliebigen Aminosaure ist, und 

MX n eine lumineszierende Metallchelatgruppe ist, in der das 

Metall M durch n gleiche oder verschiedene Liganden X 

chelatiert ist . 

Bei dem Aminosaurederivat der allgemeinen Formel (la) ist die 
Metallchelatgruppe MX n an die primare Aminoseitengruppe einer 
Aminosaure wie etwa Lysin oder Ornithin gekoppelt. Im Aminosaure- 
derivat der allgemeinen Formel (lb) ist die Metallchelatgruppe an 
die Qf-Aminogruppe einer beliebigen Aminosaure, z.B. einer 
natiirlichen Aminosaure oder einer artef iziellen Aminosaure, die 
gegebenenf alls eine Schutzgruppe tragen kann, gekoppelt. Aminosau- 
rederivate der allgemeinen Formel (la) konnen innerhalb oder an 
den Enden der Peptidsequenz eingefuhrt werden. Aminosaurederivate 
der allgemeinen Formel (lb) konnen, sofern sie keine primare 



Aminosauregruppe im Rest Y enthalten, nur an den N-Terminus der 
Peptidsequenz eingefiihrt werden. 



Die Metallchelatgruppe MX n hat vorzugsweise die Struktur ML4L2L3, 
wobei Lj, L 2 , L 3 gleich oder verschieden sind und jeweils einen 
Liganden mit mindestens 2 N-haltigen Heterocyclen, z.B. Bipyridyl 
oder Phenanthrolyl, bedeuten und einer dieser Liganden gegebenen- 
falls iiber eine Spacergruppe an eine Aminogruppe der Aminosaure 
gekoppelt ist . 

Ein Beispiel fur ein erf indungsgemaSes Lysin-Rutheniumchelat 
(Fmoc-Lys (BPRu) -OH) ist in Fig. 1 gezeigt . 

Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch die nachf olgenden 
Beispiele, Sequenzprotokolle und Figuren beschrieben. 



Es zeigen 

SEQ ID NO. 1: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem gpl20- 

Bereich von HIVI, 
SEQ ID NO. 2: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gpl20 -Bereich von HIVI, 
SEQ ID NO. 3: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gpl20 -Bereich von HIVI, Subtyp O; 
3EQ ID NO. 4: die Aminosauresequenz des Epitops aus dem gp41- 

Bereich von HIVT, 
SEQ ID NO. 5: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41 -Bereich von HIVT, 
SEQ ID NO. 6: die Aminosauresequenz noch eines weiteren Epitops 

aus dem gp41 -Bereich von HIVI , 
SEQ ID NO. 7: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem gp41- 

Bereich von HIVI, Subtyp O; 
SEQ ID NO. 8: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41 -Bereich von HIVI, Subtyp 0; 
SEQ ID NO. 9: die Aminosauresequenz noch eines weiteren Epitops 

aus dem gp41 -Bereich von HIVI, Subtyp O; 
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SEQ ID NO. 10: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem gp32- 

Bereich von HIVII, 
SEQ ID NO. 11: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS5- 

Bereich von HCV; 

SEQ ID NO. 12: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem Core- 

Bereich von HCV; 

SEQ ID NO. 13: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS4- 

Bereich von HCV; 

SEQ ID NO. 14: die Aminosauresequenz eines weiteren - Epitops aus 

dem NS4-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 15: die Aminosauresequenz noch eines weiteren Epitops 

aus dem NS4-Bereich von HCV; 
SEQ ID NO. 16: die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem Core-Bereich von HCV; und 
SEQ ID NO. 17: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS3- 

Bereich von HCV und 
Figur 1: ein Ruthenium (bipyridyl ) 3 -gekoppeltes und an der 

of-Aminogruppe geschutzes Lysinderivat . 

Beispiel 1 



Herstellung von Metallchelat-markierten Peptiden 

Die Metallchelat-markierten Peptide wurden mittels Fluoren- 
ylmethyloxycarbonyl- (Fmoc) -Festphasenpeptidsynthese an einem 
Batch-Pept idsynthesizer , z.B. von Applied Biosystems A431 oder 
A433, hergestellt. Dazu wurden jeweils 4.0 Aquivalente der in 
Tabelle 1 dargestellten Aminosaurederivate verwendet : 
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Tabelle 1 : 



A 


Fmoc-Ala-OH 


C 


Fmoc-Cys (Trt) -OH 


D 


Fmoc-Asp (OtBu) -OH 


E 


Fmoc-Glu (OtBu) -OH 


F 


Fmoc-Phe-OH 


G 


Fmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc-His (Trt) -OH 


I 


Fmoc-Ile-OH 


Kl 


Fmoc-Lys (Boc) -OH 


K2 


Boc-Lys (Fmoc) -OH 


K3 


Fmoc-Lys (BPRu) -OH 


L 


Fmoc -Leu -OH 


M 


Fmoc -Met -OH 


N 


Fmoc-Asn (Trt ) -OH 


P 


Fmoc -Pro -OH 


Q 


Fmoc -Gin (Trt) -OH 


R 


Fmoc-Arg (Pmc) -OH 


S 


Fmoc-Ser (tBu) -OH 


T 


Fmoc-Thr (tBu) -OH 


U 


Fmoc-SAlanin-OH 


V 


Fmoc-Val-OH 


w 


Fmoc-Trp-OH 


Y 


Fmoc-Tyr (tBu) -OH 


Z 


Fmoc- e -Aminocapronsaure-OH 


Nle 


Fmoc- e -Norleucin-OH 


Abu 


Fmoc-7-Aminobuttersaure-OH 



Bei der Variante (a) - Einfiihrung der Markierung nach Beendigung 
der Festphasensynthese - wurde aktiviertes BPRu-COOH an die 
N-terminale Aminosaure des Peptids gekoppelt . Das Lysin-Derivat 
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Kl wurde fur den Spacerbereich und das Lysin-Derivat K2 fur den 
Epitopbereich verwendet. 

GemaS Variante (b) erf olgte die Einfiihrung von Metallchelatgruppen 
in die Peptidseguenz durch direkten Einbau von Metallchelat- 
gekoppelten Aminosaurederivaten, z.B. innerhalb der Sequenz iiber 
einen mit Metallchelat-Aktivester e -derivatisierten Lysinrest, 
z.B. das Lysin-Derivat K3 (Fig. 1) oder N- terminal durch Ver- 
wendung eines a-derivatisierten Aminosaurerests . 

Die Aminosauren oder Aminosaurederivate wurden in N-Methylpyrroli- 
don gelost. Das Peptid wurde an 400-500 mg 4- (2 ' , 4 ' -Dimethoxy- 
phenyl-Fmoc-Aminomethyl) -Phenoxy-Harz (Tetrahedron Letters 28 
(1987), 2107) mit einer Beladung von 0,4-0,7 mmol/g aufgebaut 
(JACS 95 (1973), 1328). Die Kupplungsreakt ionen wurden beziiglich 
des Fmoc-Aminosaurederivats mit 4 Aquivalenten Dicyclohexylcarbo- 
diimid und 4 Aquivalenten N-Hydroxybenzotriazol in Dimethyl- 
formamid als Reaktionsmedium wahrend 20 min durchgef uhrt . Nach 
jedem Syntheseschritt wurde die Fmoc-Gruppe mit 20%igem Piperidin 
in Dimethylf ormamid in 2 0 min abgespalten. 

Bei Anwesenheit von Cysteinresten in der Peptidsequenz erfolgte 
unmittelbar nach Beendigung der Synthese eine Oxidation an der 
Festphase mit Jod in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan . 

Die Freisetzung des Peptids vom Trager und die Abspaltung der 
saurelabilen Schutzgruppen erfolgte mit 20 ml Trif luoressigsaure , 
0,5 ml Ethandithiol, 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 1 ml Wasser 
in 4 0 min bei Raumtemperatur . Die Reakt ionslosung wurde an- 
schlieSend mit 300 ml gekiihltem Diisopropylether versetzt und zur 
vollstandigen Fallung des Peptids 40 min bei 0°C gehalten. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert, mit Diisopropylether nachge- 
waschen, mit wenig 50 %-iger Essigsaure gelost und lyophilisiert . 
Das erhaltene Rohmaterial wurde mittels praparativer HPLC an 
Delta-PAK RP C18-Material (Saule 50 x 300 mm, 100 A, 15 /x) iiber 
einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: Wasser, 0,1% Trifluor- 
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essigsaure, Eluent B: Acetonitril, 0,1% Trif luoressigsaure) in ca. 
120 min. auf gereinigt . Die Identitat des eluierten Materials wurde 
mittels Ionenspray-Massenspektrometrie gepruf t . 

Die Einfiihrung der Metallchelat-Markierung erfolgte gemaS. Variante 
(a) liber entsprechende Aktivester-Derivate an die freie N-termi- 
nale Aminogruppe des tragergebundenen Peptids. Hierzu wurden 4 
Aquivalente BPRu-COOH pro freie primare Aminof unktion, aktiviert 
mit N-Hydroxybenzotriazol/Dicyclohexylcarbodiimid und in wenig 
DMSO gelost, zugetropft und bei Raumtemperatur geruhrt . Der Umsatz 
wurde tiber analytische HPLC verf olgt . Nach Abspaltung vom Trager 
wurde das Produkt mittels praparativer HPLC auf gereinigt . Die 
Identitat des eluierten Materials wurde mittels Ionenspray- 
Massenspektrometrie gepruf t . 

Die Herstellung der Peptide erfolgte auch durch eine Kombination 
von Variante (a) und (b) , d.h. Einbau von Metallchelat-gekoppelten 
Aminosaurederivaten innerhalb der Sequenz, Abspaltung der 
N-terminalen Fmoc-Gruppe und Reaktion der freien N-terminalen 
Aminogruppe mit einem Metallchelat -Akt ivesterderivat . 

Bei einem ausschlieSlich direkten Einbau der. Metallchelat- 
gekoppelten Aminosaurederivate wahrend der Festphasensynthese 
gemaS Variante (b) war eine nachtragliche Einfiihrung von Metall- 
chelat-Aktivestern nicht mehr erf orderlich . 

Aus den Bereichen gpl2 0, gp41 und gp3 2 von HIVI bzw. HI VI I wurden 
die in Tabelle 2 dargestellten Peptidverbindungen hergestellt. 
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Tabelle 2 : Ruthenylierte lineare Peptide 



gpl20 


B PRu - UZU - NNTRKS I S I GPGRAFYT 
B PRu - UZ - NTTRS I S I GPGRAFY 

BPRu (ethylenglykol) - UZ - NTTRS I S I GPGRAFY 
NNTRKS I SIGPGRAFYT-K (BPRu) 
BPRu -UZU- IDIQEERRMRIGPGMAWYS 


gp4i/l 


B PRu - UZU - AVERYLKDQQLLG I W 

BPRu-GGGG-QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG 
B PRu - UZU -WGI RQLRARLLALETLLQN 


gp4l/2 


BPRu -UZU- LGIWGCSGKLI CTTAV 
B PRu - UGGG - GCSGKL I CTTAVPWNASWS 
(GCSGKLICTTAVPWNASWS) K- (BPRu) 


gp4l/3 


B PRu - UZU - KDQQLLG I WGSSGKL 


gp4l/4 


BPRu -UZU- ALETLLQNQLLSLW 


gp3 2 


B PRu - UZU - NS WGCAFRQ VCHTT 

BPRu - GGG - QAQLNSWGCAFRQVCHTTVPWPNDSLT 



Aus dem NS5-Bereich, dem NS4-Bereich und dem Core-Bereich von HCV 
wurden die in der folgenden Tabelle 3 dargestellten Peptide 
synthetisiert . 



Tabelle 3 : Ruthenylierte lineare Peptide 



Corel 


B PRu - GGGG - KNKRNTNRR 


Corel+2 


BPRu -UZU- KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQ I VGGV 


NS4/1+2 


B PRu - UZ - SQHLPYI EQG - NleNl e - LAEQFKQQALGLLQT 


NS4/3m 


BPRu-UZ-SRGNHVSPTHYVPESDAA 


NS5/1 


B PRu - UZ - SRRFAQAL PVWARPD 



Corel+2+3 


BPRu -UZ - KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQI VGGVLLPRR 


Corelm 


BPRu - UZ - NPKPQKKNKRNTNRR 


Core3m 


BPRu - UZ - GQI VGGVYLLPRRGPRLG 


Core2m 


BPRu-UZ - PQDVKF PGGGQ I VGGV 


NS4/3m-I 


BPRu-UZU-SRGNHVSPTHYVPESDAA 


NS4/1 


BPRu - UZU- SQHLPYIEQ 



Die Herstellung Biotin-markierter Peptide erfolgte entweder N- 
terminal durch eine Derivatisierung am Harz (Biotin-Aktivester) 
oder in die Sequenz liber einen mit Biotinaktivester- e -derivati- 
sierten Lysinrest (Fmoc-Lys (Biotin) -OH) . 

Beispiel 2 

In einem Doppelantigen-Briickentest wurde ein erf indungsgemaSes 
Peptidantigen mit einem rekombinanten Polypeptid-Antigen ver- 
glichen. In einem erf indungsgemafien Beispiel wurde das rutheny- 
lierte Peptid-Antigen gp4l/2 (Tabelle 2) in Kombination mit einem 
biotinylierten Peptid-Antigen der gleichen Sequenz getestet . In 
einem Vergleichsbeispiel wurde ein ruthenyliertes Polypeptid- 
Antigen rec . gp41 (Chang et al, Science 228 (1985), 93-96) in 
Kombination mit einem biotinylierten Polypeptid-Antigen der 
gleichen Sequenz getestet . 

Die Ergebnisse dieses Tests zeigten, daS mit dem rekombinanten 
Polypeptid-Antigen praktisch keine Dif f erenzierung zwischen 
negativen und positiven Proben moglich ist, wahrend das Peptid- 
Antigen eine sehr gute Dif f erenzierung erlaubt . 



ib/bml0661-an (Stand 29.8.94) 
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PATENTANS PRUCHE 

1. Verfahren zur Herstellung von Metallchelat-markierten 
Peptiden, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS man 

ein Peptid mit der gewunschten Aminosauresequenz an einer 
Festphase synthetisiert , wobei man 

(a) nach der Synthese ein aktiviertes lumineszierendes 
Metallchelat an die N-terminale primare Aminogruppe des 
Peptids koppelt, oder/und 

(b) wahrend der Synthese an mindestens einer Position des 
Peptids ein Aminosaurederivat einfiihrt, das kovalent mit 
einer lumineszierenden Metallchelat -Markierungsgruppe 
gekoppe It i s t . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS das lumineszierende Metallchelat ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus Ruthenium-, Rhenium-, Iridium- und 
Osmiumchelaten . 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ das lumineszierende Metallchelat ausgewahlt wird aus 
Rutheniumchelaten . 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Liganden in den Metallchelaten ausgewahlt werden aus 
aromatischen heterocyclischen Polydentatliganden . 
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5 . Verf ahren nach Anspruch 4 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Liganden ausgewahlt werden aus Bipyridyl-, Bipyra- 
zyl-, Terpyridyl- und Phenanthrolylliganden . 

6. Verf ahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das lumineszierende Metallchelat ausgewahlt wird aus 
Ruthenium (bipyridyl) 3 -Chelaten. 

7. Verf ahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man in Variante (a) die Kopplung mit dem aktivierten 
Metallchelat vor der Abspaltung des Peptids von der Festphase 
und vor der Abspaltung von Schut zgruppen an reaktiven 
Seitengruppen der zur Peptidsynthese verwendeten Aminosaure- 
derivate durchf iihrt . 

8. Verf ahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS in Variante (b) die Metallchelat -Markierungsgruppe an 
eine primare Aminogruppe des Aminosaurederivats gekoppelt 
ist . 

9. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS man ein Peptid synthetisiert , das einen immunologisch 
reaktiven Epitopbereich und einen Spacerbereich umf aSt , wobei 
mindestens eine Metallchelat-Markierung an den Spacerbereich 
gekoppelt wird. 

10. Verf ahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Spacerbereich eine Lange von 1 bis 10 Aminosauren 
auf weist . 



11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, 
dadurch gekennz e ichne t / 

daS ein Spacerbereich am Amino- oder/und Carboxyterminus des 
Peptids angeordnet ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Spacerbereich Aminosauren enthalt, die Ladungen 
aufweisen oder/und Wasserstof f brucken ausbilden konnen . 

13. Verfahren nach einem der Anpruche 9 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Aminosauren des Spacerbereichs ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus Glycin, S-Alanin, y-Aminobutter- 
saure, e -Aminocapronsaure , Lysin und und Verbindungen der 
Strukturf ormel 

NH 2 - [ (CH 2 ) n -0] x -CH 2 -CH 2 -COOH 

worin n 2 oder 3 ist und x 1 bis 10 ist. 

14. Verfahen nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man ein Peptid synthetisiert , das einen immunologisch 
reaktiven viralen Epitopbereich enthalt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man ein Peptid synthetisiert, das einen Epitopbereich aus 
den Aminosauresequenzen von HIVI, HIVII oder HCV enthalt. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Epitopbereich ausgewahlt wird aus der Gruppe der 
HIVI- und HIVII -Aminosauresequenzen 



4 - 
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(X) 



oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 
Aminosauren aufweisen. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Epitopbereich ausgewahlt wird aus der Gruppe der HCV- 
Aminosauresequenzen 



SRRFAQALPV WARPD (XI) 

PQDVKFPGGG QIVGGV (XII) 

EEASQHLPYI EQ (XIII) 

QKALGLLQT (XIV) 

SRGNHVSPTH YVPESDAA (XV) 

PQRKNKRNTN RRPQDVKFPG 

GGQIVGW (XVI) und 

AWYELTPAET TVRLRAYMNT PGLPV (XVII) 



oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 
Aminosauren aufweisen. 

18. Metallchelat-markiertes Peptid, das eine Lange von maximal 
5 0 Aminosauren aufweist und am Aminoterminus oder/und an 
Aminoseitengruppen mit mindestens einem lumineszierenden 
Metallchelat gekoppelt ist. 



- 5 - 



19. Peptid nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi das lumineszierende Metallchelat ein Rutheniumchelat ist. 

20. Peptid nach Anspruch 18 oder 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das Peptid einen immunologisch reaktiven Epitopbereich 
und einen Spacerbereich umfafit, wobei der Spacerbereich 
mindestens eine Metallchelat-Markierung tragt. 

21. Peptid nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi ein Spacerbereich am Amino- oder/und Carboxyterminus des 
Peptids angeordnet ist. 

22. Peptid nach einem der Anspruche 18 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Epitopbereich aus den Aminosauresequenzen von HIVI, 
HIVII oder HCV stammt. 

23. Peptid nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Epitopbereich ausgewahlt ist aus der Gruppe der HIVI- 
und HIVI I -Aminosauresequenzen 
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oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 
Aminosauren aufweisen . 

24. Peptid nach Anspruch 22, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der Epitopbereich ausgewahlt ist aus der Gruppe der HCV- 
Aminosauresequenzen 



SRRFAQALPV WARPD (XI) 

PQDVKFPGGG QIVGGV (XII) 

EEASQHLPYI EQ (XIII) 

QKALGLLQT (XIV) 

SRGNHVS PTH YVPESDAA (XV) 

PQRKNKRNTN RRPQDVKFPG 

GGQIVGW (XVI ) und 

AWYELTPAET TVRLRAYMNT PGLPV (XVII) 



oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 
Aminosauren aufweisen . 

25. Verwendung von Metallchelat-markierten Peptiden, die durch 
ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17 hergestellt 
wurden, oder von Peptiden nach einem der Anspriiche 18 bis 24 
als Antigene bei einem immunologischen Verfahren zur Bestim- 
mung von spezifischen Antikorpern in einer Probef lussigkeit . 

26. Verwendung nach Anspruch 25 bei einem immunologischen 
Verfahren im Bruckentestf ormat . 

27. Verfahren zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 
Antikorpers in einer Probef lussigkeit 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi man die Probef lussigkeit mit einem ersten markierten 
Antigen, das gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichtet 
ist und ein Metallchelat-markiertes Peptid, das durch ein 
Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17 hergestellt 



wurde, oder ein Peptid nach einem der Anspruche 18 bis 24 
umfaSt, inkubiert und den Antikorper uber eine Bindung mit 
dem Peptid nachweist. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man als erstes Antigen ein mit einem Ruthenium-, 
Rhenium-, Iridium oder Osmiumchelat markiertes Peptid 
verwendet . 

29. Verfahren nach Anspruch 2 7 oder 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Probef lussigkeit in Gegenwart einer Festphase mit 
dem ersten Antigen und einem zweiten Antigen inkubiert, das 
gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichtet ist und 

(a) an die Festphase gebunden ist oder 

(b) in einer an die Festphase bindefahigen Form vorliegt, 
und den zu bestimmenden Antikorper durch Bestimmung der Mar- 
kierung in der Festphase oder/und in der flussigen Phase 
nachweist . 

30. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes Antigen 
und eine Festphase, die mit Streptavidin oder Avidin be- 
schichtet ist, verwendet. 
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32 . 



33 . 



34 . 



Verfahren nach Anspruch 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes Peptid 
verwendet . 

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 9 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man eine aus magnetischen Teilchen bestehende Festphase 
verwendet . 

Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifischen 

Antikorpers, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS es mindestens ein Metallchelat -markiertes, mit dem zu 
bestimmenden Antikorper reagierendes Peptid, das durch ein 
Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 17 hergestellt 
wurde, oder ein Metallchelat-markiertes , mit dem zu bestim- 
menden Antikorper reagierendes Peptid nach einem der An- 
spriiche 18 bis 24 enthalt. 

Reagenz nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS es 

(a) das Metallchelat-markierte , mit dem zu bestimmenden 
Antikorper reagierende Peptid, und 

(b) ein weiteres, mit dem zu bestimmenden Antikorper reagie- 
rendes Antigen, das an eine Festphase gebunden ist oder in 
einer an eine Festphase bindefahige Form vorliegt, enthalt. 

Aminosaurederivat der allgemeinen Formeln (la) oder (lb) 




(la) 



o 




(lb) 




worin : 



R 1 Wasserstoff oder eine kationische Gruppe ist, 

R 2 Wasserstoff oder eine Aminoschutzgruppe fur die Fest- 

phasen-Peptidsynthese ist , 
R 3 eine C^-C^-Alkylengruppe ist, 

Y die Seitenkette einer beliebigen Aminosaure ist und 
MX n eine lumineszierende Metallchelatgruppe ist, in der das 

Metall M durch n gleiche oder verschiedene Liganden X 

chelatiert ist. 



Zusammenf assung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Metall- 
chelat-markierten Peptid-Antigenen, durch dieses Verfahren 
erhaltliche Peptide sowie deren Verwendung in einem immunologi- 
schen Nachweisverf ahren . 
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Figur 1 




\ SEQUENZFROTOKOLL 

(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 116 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(ii) ANMELDETITEL: Metallchelat-markierte Peptide 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 17 

(iv) COMPUTER-LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(~* INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 17 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS : Human immunodeficiency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

( A ) CHROMOS OM/ SEGMENT : gp 1 2 0 

(xi) S E QUEN Z BE S CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 1: 

Asn Asn Thr Arg Lys Ser lie Ser lie Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr 

5 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gpl2 0 



(xi) S E QUEN Z BE S CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 2: 



X 

Asn Thr Thr Arg Ser lie Ser lie Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus "type 1 

(B) STAMM: Subtype O 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gp!2 0 

S E QUEN Z BE S CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 3: 

lie Asp lie Gin Glu Glu Arg Arg Met Arg lie Gly Pro Gly Met Ala 
15 10 15 

Trp Tyr Ser 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

URSPRUNLICHE HERKUNFT: 
(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) S EQUENZ BES CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 4: 

Gin Ala Arg lie Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gin Gin Leu 
15 10 15 

Leu Gly lie Trp Gly Ala Ser Gly 
20 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 2 3 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

^■iii) HYPOTHETISCH: NEIN 



\ 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Leu Gly lie Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu lie Cys Thr Thr Ala Val 
1 5 10 15 

Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser 
20 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

A * ART DES MOLEKULS: Peptid 

v . HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Lys Asp Gin Gin Leu Leu Gly lie Trp Gly Ser Ser Gly Lys Leu 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

( B) ART : Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

( ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Ser Leu Trp 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 



\ (D.) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) S EQUENZ BES CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 8: 

Leu Ser Leu Trp Gly Cys Lys Gly Lys Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
1 5 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

V-^; ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) S EQUEN Z BE S CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 9: 

Trp Gly lie Arg Gin Leu Arg Ala Arg Leu Leu Ala Leu Glu Thr Leu 
15 10 15 

T.eu Gin Asn 

(2) ^-ORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 2 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp32 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
^ Gin Ala Gin Leu Asn Ser Trp Gly Cys Ala Phe Arg Gin Val Cys His 



10 15 



Thr Thr Val Pro Trp Pro Asn Asp Ser Leu Thr 
20 25 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 'i 1 " 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS5 • • 

rX) S E QUE N Z BE S CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 11: 

Arg Arg Phe Ala Gin Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp 
5 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 

/-"iii) POSITION IM GENOM: 
/ (A) CHROMOSOM/SEGMENT: Core 

S E QUE N Z B E S CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 12: 

Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Gly Val 
15 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS4 



X ■ 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Glu Glu Ala Ser Gin His Leu Pro Tyr lie Glu Gin 
15 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 9 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS4 



SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Gin Lys Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr 
1 5 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 18 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 

POSITION IM GENOM: 
(A) CHROMOSOM/SEGMENT : NS4 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu Ser Asp 
15 10 15 

Ala Ala 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 28 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

( D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
^vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 



\ (A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virur, 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT : Core 

(xi) S EQUENZ BES CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 16: 

Pro Gin Arg Lys Asn Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg Pro Gin Asp Val 
15 10 15 

Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Val Val 
20 25 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 25 Aitiinosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

\i) HYPOTHETISCH: NEIN 

URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS3 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val Arg Leu Arg Ala 
1 5 10 15 

Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val 
20 25 



